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基因编辑的发展历史

ZFN-TALEN  蛋白定位

CRISPR RNA定位
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David R. Liu

传统的CRISPR/Cas9技术通过在靶点处产生DNA双链断
裂（DSB），从而诱发细胞内的同源重组（HDR）和非同
源末端连接（NHEJ）修复途径，进而实现对基因组DNA的
定点敲除、替换、插入等修饰。然而，DSB引发的DNA修
复很难实现高效稳定的单碱基突变。

胞嘧啶脱氨酶，它的作用是将胞嘧啶 (Cytosine, C)脱氨
基变为尿嘧啶 (Uracil，U)，在 DNA 复制过程中则变为胸
腺嘧啶 (Thymine，T)，那么产生的结果就是碱基C变成了
碱基T；同时，互补链上原来与C互补的鸟嘌呤(Guanine,G)
将会替换为腺嘌呤(Adenine,A)，最终实现了在一定的活性
窗口内C到T的编辑



ADP+Pi ATP✕

Mutation on mitochondrial DNA

ADP+Pi ATP

Rahman, S. J Intern Med 287, 609–633 (2020).

线粒体相关疾病

 16569bp，双链闭合环状DNA分子
 编码呼吸链中的一些关键酶，影响细胞的能量代谢
 母系遗传、多拷贝、高异质性及高变异率

Leber遗传性视神经病(LHON)：致病基因主要有MT-ND1, 
MT-ND4, MT-ND6，最常见的致病变异是位于MT-ND1的
m.3460G>A,位于MT-ND4的m.11778G>A和位于MT-
ND6的m.14484T>C。该病表现为青少年或成人无痛性视
力丧失，相继影响两眼。极少的患者还可表现出运动障碍、
震颤、心脏传导缺陷、肌肉无力、麻木、协调性差等症状。



线粒体缺乏sgRNA的转运机制，不能使用CRISPR系统

缺乏进入线粒体机制



Mito-TALEN

Mito-TALEN编辑会造成线粒体基因拷贝数减少

Russell, O.M., et al., Mitochondrial Diseases: Hope for the Future. Cell, 2020..



目前的脱氨酶底物是单链的DNA 

APOBEC1（胞嘧啶脱氨酶） TadA(腺嘌呤脱氨酶）



线粒体碱基编辑器DdCBE



Uniprot : DddA蛋白

DddA : Double-stranded DNA deaminase toxin A    双链DNA脱氨酶(胞嘧啶脱氨酶）



Burkholderia cenocepacia
伯克霍尔德菌：棒状革兰氏阴性菌

T6SS-delivered antibacterial toxin：六型细菌
毒素分泌系统分泌的细菌毒素：VI型分泌系统是
一种高度保守的系统，是把效应蛋白直接一步注
射到目的细胞的蛋白分泌系统，广泛存在于革兰
氏阴性菌中（约1/4），T6SS是膜内的一个完整
的分泌装置，它以接触依赖的方式将将毒性效应
物质传递给真核细胞和原核细胞,其效应子细胞壁
降解酶、细胞膜靶向蛋白（磷脂酶和成孔蛋白）
以及核酸酶

DddA的来源



DddA结构与功能

Uniprot中DddA的结构信息



DddA结构与功能



DddA 与APOBEC1相似程度对比 pymol
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